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乙酰肝素酶基因siRNA表达载体的

构建及其沉寂作用

刘晓艳1，方红1，羊正纲2，张好1，阮黎明1，蒋筱凌1

(浙江大学医学院附属第一医院1．皮肤科、2．传染病研究所，浙江杭州310003)

[摘要] 目的：构建针对人乙酰肝素酶(HPSE)基因的小干扰RNA(siRNA)及其表达载体，转染

细胞后观察其对HPSE基目的干扰作用。方珐：设计HPSE靶向的发夹状siRNA，合成两奢互补的

寡核苷酸链，退火后连接入pRNATU6．1载体，转化扩增后进行序列测定。用脂质体包裹转染人恶

性黑素瘤细胞A375，采用半定量PCR测定HPSE基因RNA水平变化，Western blot检测HPSE蛋

白表达的变化。结果：将针对HPSE基因的siRNA的双链淼核苷酸片段克隆到pRNATU6．1栽体，

经过阳性茵落PCR鉴定与测序，结果正确；转染A375细胞后，半定量PCR和Western blot检测显

示，HPSE基因和蛋白的表达水平明显降低(尸<o．05)。结论：成豺构建了针对HPSE基因的siRNA

载体，转染细胞后可抑制HPSE的表达。
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Construction of heparanase gene-targeted small interfering RNA and its

gene silencing effect

LIU Xiao—yan，FANG Hong，YANG Zheng—gang，et al(The First Affiliated Hospital，College of

Medicine，Zhefiang University，Hangzhou 310003，China)

[Abstract] Objective：To construct heparanase gene—targeted small interfering RNA(siRNA)

and its expression vector and tO observe its interference effect on the expression of heparanase

gene in human malignant melanoma A375 cell．Methods：Heparanase gene—targeted hairpin

siRNA was designed，two complementary oligoaucleotide strand was synthesized and inserted into

pRNATU6．1 vector，which was then identified by PCR and sequencing．Human malignant

melanoma A375 ceils were transfected with the constructed vector using lipofectamine method．

Semi—quantitative PCR was performed to evaluate the heparanase—mRNA expression levels，and

Western blot was performed to evaluate the expression of heparanase protein．Results：The

vector containing siRNA was identified by PCR and sequencing；the results of seml-quantitative

PCR and Western blot showed that the expression levels of both heparanase RNA and protein in
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transfected A375 cells were decreased significantly(P<0．05)．Conelusion：The heparanase gene—

targeted siRNA and its vector were successfully constructed，which can reduce the heparanase

gene
and protein expression in transfected cells．

[Key words] oligonucleotides，antisense； Glucuronidase} RNA，small interfering； RNA

interference；Heparanase；Gene express i Melanoma

[J ZhejiangUniv(Medical Sci)，2007，36(6)：581—587．]

乙酰肝素酶(heparanase，HPSE)是新近克

隆出来的能裂解硫酸乙酰肝素蛋白多糖的内源

性糖苷内切酶，能介导细胞黏附，降解细胞外基

质及基底膜，参与肿瘤血管q三成。HPSE与肿瘤

侵袭转移密切相关，已成为目前研究抗肿瘤侵

袭转移的新靶点[t 23。

RNA干扰(RNA interferenee，RNAi)是

由双链RNA引发的转录后基因沉默

(posttranscriptional gene silencing，PTGS)现

象。RNAi的作用机制是通过活化的小干扰

RNA(small interference RNA，siRNA)靶向降

解目的mRNA，从而使目的基因表达沉默”_6]。

该技术能够有效使转录后基因沉默，甚至可以

代替基因敲除，是目前简单而高效阻断哺乳动

物细胞内特异基因表达的最有效方法。因此，我

们成功构建HPSE siRNA表达载体，将有助于

阐明HPSE在恶性黑素瘤及其他肿瘤侵袭转移

中的作用机制，拓展肿瘤转移基因治疗的思路，

为今后研制更有效的抗恶性黑素瘤(malignant

melanoma，MM)的基因药物提供实验依据和

理论基础。

1材料和方法

1．1主要试剂与材料A375人恶性黑色素瘤

细胞株购自中国科学院上海细胞生物研究所，

大肠杆菌DH5a菌株由浙江大学传染病研究所

羊正纲博士惠赠(原购自德国Novagen公司)，

siRNA真核表达载体pRNATU6．1购于上海

康成生物公司(载体原始来源为GenScript公

司，他们对载体进行了改造，改造的部分包括荧

光Marker和U6起动子区域)；BamH 1、Hind

Ⅲ限制性内切酶和T4 DNA连接酶(MBI公

司)，凝胶回收试剂盒(TaKaRa公司)，

DMEM、Opti—MEM、SSC、SOC培养基

(GIBCO公司)，胎牛血清(杭州四季青公司)，

QIAGEN plasmid mini kit试剂盒(QIAGEN

公司)，Trizol(Invitrigen公司)，M—MLV逆转

录酶(Promage公司)，TaqDNA酶、dNTPs、

DNA Marker和质粒抽提试剂盒(Jk海生工生

物工程服务有限公司)。

1．2方法

1．2．1 64一nt寡核苷酸链设计与合成；根据已

发表的基因库中的HPSE—mRNA的cDNA序

列(NM 006665)，选出G／C含量在50％左右且

符合要求的19-nt序列，用BLAST进行匹配。

从中选出与HPSE以外的基因组没有同源性的

3条最佳序列。按照pSUPER中构建发夹状短

链RNA的原则。5—3分月Ⅱ为：BamH l酶切位

点+靶向正义链+发央状结构+靶向反义链+

终止序列+HindⅢ酶切位点。将选定的2条序

列分别配成64个碱基的寡核苷酸链，然后按照

碱基互补配对的原则，配对成双链；另一对为实

验中采用的阴性对照，其为通用序列，在人和小

鼠的基因组中都没有同源位点(表1)。8条寡核

苷酸由上海生工生物工程服务有限公司合成。

1．2．2寡核苷酸链退火形成双链：进行DNA

合成，对合成好的DNA进行稀释和退火。用灭

菌的dH。O溶解合成的寡核苷酸链。使其终浓

度为1 mg／ml。正义链寡核苷酸1 p1、反义链寡

核苷酸1 pl、20×SSC 1 pl、dH20 17 pI形成20

pI的反应体系。混匀后95‘C加热10rain，室温静

置1 h，稀释至终浓度10 ng／Ml。

1．2．3 pRNATU6．1质粒的线性化和纯化回

收：HindⅢ和BamH I双酶切质粒

pRNATU6．1，建立10 pl酶切反应体系：dH20

5．5 p1、K Buffer 1．0 txl、pRNATU6．1 3．0 pl、
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表1设计的4对64一nt寡核苷酸序列

Table 1 Four pairs of designed olignueleotide sequence

序列号 设计的备对64删寡桉昔酸序列

5’GATCCCGAAGGTCTGGTTAGGAGAATTCAAGAGATTCTccTAACCAGACCTT(jTTTTTTCCAAA 3’

5’AGCTTTTGGAAAAAAGAAGGTCTGGTTAGGAGAATCTCTT(；AATTCTCCTAACCAGA【．cTTCGG 3’

5’GATCCCGAGAAGGAAGCTTCGAGTATTCAAGAGATACTCGAAGCTTccTTCTCTTTTTTCCAAA 3’

5’AGcTTTTGGAAAAAAGAGAAGGAAGCTTCGAGTATCTCTlUAATACTCGAAGCTTCCTTCTCGG 3’

5’GATCCCATATGGATCCATCCCT()cTTTCAAGAGAAGGAGGGATGGATCCATATTTTTTTCCAAA 3'

5。AGCTTTTGGAAAAAAATATGGATCCATC(℃TCCTTCTC TTGAAAGGAGGGAT(而ATCCATATGG 31

5’GATCCCGTTCTCCGAACGTGTCACGTTCAAGAGAACGTGACAcGTTCGGAGAACTTTTTTCCAAA 3’

5’AGCTTTTGGAAAAAAGTTCT(：C(；^ACGTGTCAcGTCTcTTCAACGTGACACGTTCGGAGAACGG 3’

HindⅢ0．25 pl，37 nC孵育1．5 h后加入Bam

H1 0．25 pl，继续37C孵育4 h。1％琼脂糖凝胶

纯化，切胶回收线性化的质粒pRNATU6．1。

1．2．4 重组质粒pRNATU6．1／HPSE—siRNA

的构建：T4DNA连接酶连接线性化质粒

pRNATU6．1和退火寡核苷酸链，建立10 nl连

接反应体系：dH。O 5．5 pl、退火寡核苷酸链1

pl、线性化pRNATU6．1质粒(0．1 pg／p1)1 p1、

10×Buffer 2 pl、T4 DNA连接酶0．5 pl，22 C

连接2 h。将5一连接产物加入DHSa感受态细

胞进行转化，将转化产物加入900／al的SOC培

养基中，37 C和150 r／min条件下摇床培养1 h；

收集菌液，分100 pl和900“1涂布LB平板。将

克降成功的重组质粒命名为pRNATU6．1／

HPSE—siRNA。

1．2．5 阳性克隆pRNATU6．1／HPSE—siRNA

的筛选和鉴定：每组样品挑取阿个单菌落，使

用载体多克隆位点两端的引物进行PCR扩增

检测阳性菌落。引物序列为上游：5，

TACGATACAAGGCTGTTAGAGAG3’．下

游#5’TAGAAGGCACAGTCGAGG3’。含插

入HPSE—siRNA的扩增产物是316 bp，扩增后

使用5 rd PCR产物上样，1．5％琼脂糖凝胶电

泳。挑取1、2、3和4号菌落于3 m11。B液体培养

基中，37℃和200 r／min条件下摇床培养过夜。

使用质粒抽提试剂盒提取质粒，使用载体上的

引物将质粒DNA送上海生工生物工程服务有

限公司测序。

1．2．6细胞培养及瞬时转染：使用QIAGEN

plasmid mini kit试剂盒进行不含内毒素质粒

的提取。A375细胞培养于含体积比为10％胎牛

血清的DMEM培养液中，接种于6孔板。待细

胞密度长至约80％时，使用Lipofectamine“2000

进行转染。每孔加入500 pl Opti—MEM+10 p1

Lipofectamine”2000+4／lg重组pRNATU6．1／

HPSE siRNA，设 HPSEl一siRNA、HPSE2

一siRNA、HPSE3．siRNA和Negative—siRNA

组，同时设空白对照组(仅加Opti—MEM)和

Lipofectamine“2000组(仅加Opti—MEM+

Lipofectamine“2000)，各组复6孔。转染48 h后

观察细胞形态较好，贴壁密度达90％，通过荧光

显微镜观察实验组，转染效率达60％～70％。

1．2．7用半定量逆转录一聚合酶联反应(RT

—PCR)检测各组HPSE—mRNA的表达：取各实

验组A375培养细胞(各组复3孔)，PBS漂洗2

次，以Trizol试剂提取总RNA，在l％甲醛变性

凝胶上电泳验证RNA完整性。RT—PCR采用

两步法，按试剂说明书进行。HPSE引物序列按

照文献[Tj设计，上游5’TTCGATCCcAAGAA

GGAATCAAC 3’，下游5’GTAGTGATG

ccATGTAAcTGAATC3’，其扩增片段长度

为584 bp。引物按要求将其浓度稀释为20

pmol／pl，按50一反应体系扩增。其扩增条件为

94℃预变性4 min，后转人94e变性30 s、63 C退

火30 s、72 C延伸45 s，35个循环，72℃充分延

伸7 min。实验中以持家基因}肌动蛋白(p

—actin)为内参照。取8 pl产物于l-0％的琼脂糖

凝胶上电泳，以Fluor—S多功能呈像系统扫描

1

2

1

2

1

2

d

2卜卜卜卜卜卜№№
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拍照。

1．2．8 Western blot检测HPSE蛋白表达的

变化：取共转染48 h的各组A375细胞(各组复

3孔)，加入蛋白抽提试剂，冰浴裂解15min后

离心取上清，取50 pg总蛋白进行10％聚丙烯

酰胺凝胶电泳，半千转移至PVDF膜，膜在5％

BsA溶液中室温孵育1 h以封闭膜上的非特异

结合。封闭过的膜加入HPSE一级抗体(1：

1 000稀释)4C过夜，TBS／T洗膜3次。加入辣

根过氧化物酶(HRP)标记的二级抗体，室温作

用1 h，TBs／T洗膜3次。将膜置于化学发光试

剂盒反应液中室温孵育5 min后胶片曝光。实

验中以持家基因阻aetin为内参照。图片扫描保

存为电脑文件，并用Image J分析软件将图片上

每个特异条带的灰度值数字化。

1．3统计学处理资料整理与分析采用统计

软件SPSS 10．0，对多组数据进行方差分析。统

计学显著性检验水准n一0．05。

2结果

2．1 PCR鉴定转化菌用引物扩增转化菌重

组质粒pRNATU6．1／HPsE—siRNA，结果见图

1。转化菌l(1’)至4(4’)均出现316 bp扩增产

物，提示转化菌1至转化菌8的质粒均为

pRNATU6．1／HPSE—siRNA。目的条带为316

bp。

M：DNA标记物；1-1’：siRNAl对应的2个菌

落PCR检测结果；2-2’：siRNA2对应的两个菌落

PCR榆测结果；3—3’：siRNA3对应的两个菌落PCR

检测结果；4 4’：siRNA—Negative对应的2个苗落

PCR检测结果

图1 PCR扩增转化茵重组质粒

Fig．1 The PCR amplification outcome of

recombinant plasmids

2．2 测序鉴定转化菌 重组的阳性载体

pRNATU6．1／HPsE—siRNA测序的结果，与设

计靶向HPSE的寡核昔酸序列比较结果完全一

致；重组阴性对照载体pRNATU6．1／Negative

—siRNA测序的结果，与设计的阴性对照的寡核

苷酸序列比较结果完全一致，成功构建出靶向

HPSE的siRNA表达载体和阴性对照载体

(图2)。

2．3荧光显微镜观察重组质粒转染A375细胞

的效率转染48 h转染效率达到了60％～

70％，荧光照片如图3所示。

2．4 RT—PCR检测受干扰后HPSE—mRNA的

表达变化 用上述重组pRNATU6．1／HPSE

—siRNA载体及pRNATU6．1／Negative—siRNA

载体分别转染人恶性黑索瘤A375细胞48 h

后，用RT—PCR检i匦lHPSE基因表达，结果显

示，Lipofeetamine”2000组和Negative—siRNA

组HPSE基因的表达水平与空白对照组比较．

差异无统计学意义(F一0．20，P>0．05)。而各

pRNATU6．1／HPsE siRNA转染组细胞

HPSE基因的表达水平较空白对照组显著降低

(F一37．76，P<0．01)，提示细胞中HPSE

—rnRNA被有效降解(图4)，其中尤以HPSEl

一siRNA组最为明显，可达65．0％。

2．5 Western blot检测受干扰后HPSE蛋白

的表达变化 重组质粒分别转染各实验组

A375细胞，48 h后空白对照组、Lipofee—

tamine”2000组、Negative—siRNA组以及

HPSE—siRNAl组、HPSE—siRNA2组、HPSE

—siRNA3组蛋白的相对表达量分别为0．59士

0．07、0．50士0．05、0．50士0．05、0．29±0．08、

0．35士0．03和0．32士0．02。与空白对照组比

较，Lipofectamine”2000组和Negative siRNA

组HPSE蛋白的表达无明显下降(F一1．021，P

>O．05)，而3个实验组HPSE蛋白的表达明显

降低(F=29．80，P<O．05)，提示HPSE—siRNA

能有效抑制HPSE蛋白的表达。其中以HPSEl

一siRNA的抑制效率最为明显，其抑制率为

51．3％(图5)。

3讨论

细胞外基质是肿瘤侵袭和转移的天然屏
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图片的删影部分代表所设仆的寡核苷酸序列

图2 重组阳性载体pRNATU6．1／HPSE—siRNA的测序结果

Fig．2 The sequencing outcome of recombinant plamids pRNATU6．1／HPSE—siRNA

障，主要成分是结构蛋白和蛋白多糖等，细胞外

基质的降解和基底膜的破坏是肿瘤侵袭和转移

的一个关键步骤。近年来发现的HPSE是一种

能裂解细胞外基质和基底膜内硫酸乙酰肝素蛋

白多糖的内源性糖苷内切酶，这使HPSE成为

研究抗肿瘤转移的新靶点。我们前期的研究发

现，苦参碱可能通过抑制HPSE的表达而抑制

A375细胞的粘附和侵袭能力”]。为了进一步阐

明HPSE在恶性黑素瘤及其他肿瘤侵袭转移中

的作用机制，本研究构建了HPSE siRNA表达

载体，并观察了HPSE siRNA的沉寂作用。并

经半定量PCR和Western blot初步证实HPSE
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A：空白对照组；B：Lipofectamine”2000组f C：Negative—siRNA组；D：HPSE siRNAl组}E：

HPSE—siRNA2组；F：HPSE—sirNA3组

圈3荧光显微镜观察重组质粒转染48 h后的荧光表达情况

Fig．3 The expressions of recombinant plasmids after transfection for 48 h were

observed through fluorescence microscope

M：DNA标记物；1：HPSE—siRNAI组；2：

HPSE—siRNA2组；3：HPSE—siRNA3组；4：Nega—

rive-siRNA组；5{Lipofectamine”2000组}6；空白

对照组

图4半定量RT—PCR检测RNA干扰48 h

后各组HPSE—mRNA的表达

Fig．4 Semi—quantitative PCR was perfor—

reed to evaluate the heparanase

—mRNA expression Ievels after

RNAifor 48 h

—siRNA能有效抑制HPSE基因和蛋白的表达，

其中HPSE siRNAl的抑制效率最大。这就为

后期进行肿瘤细胞稳定转染以及体内、体外侵

1：空白对照组}2：Lipofectamine”2000 group

组；3：Negative—siRNA组；4：HPSE—siRNA3组f

5：HPSE—siRNA2组；6#HPSE—siRNAl组

图5 Western blot检测RNA干扰48 h后

各组HPSE蛋白的表达

Fig．S Western blot was performed to

evaluate the expression levels of

HPSE protein after RNAl for 48 h

袭转移的相关实验打下了基础，并有助于阐明

HPSE在MM及其他肿瘤侵袭转移中的作用机

制，拓展肿瘤转移基因治疗的新思路，为进一步

研制更有敛的抗MM的基因药物提供实验依

据和理论基础。
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Gordon L Amidon教授等一行访问我校药学院

近日，在全球药剂学领域享有盛誉的美国密歇根大学著名教授Gordon I，Amidon等一行应邀

访问了浙江大学药学院．常务副院长曾苏教授和药物制荆研究所领导接待了来宾，向客人们介绍了

药学院的基本情况，并陪同参观了学院实验室。DrAmidon教授等对药学院的发展给予了高度评

价，并就双方的各作与药学院方面进行了探讨。

Gordon L Amidon教授是分子药荆学倡导人、药物的生物分类系统(Biopharmaceutics

Classification System，BCS)的发明者和美国药学科学家协会(AAPS)前主席及《Molecular

Pharmaceutics》主编，在全球药剂学领域享有盛誉。

访问期间，Gordon L Amidon教授介绍了药物的生物分类系统和药品生物等效性的体外评价

方法覆其在药物制剂质量控制中的应用，还作了题为“A Biopharmaceutics Classification System

(BCS)”的学术报告，并与学院师生就分子药剂学的发展等有关问题进行了深入的交流。

   


